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研究成果の概要（和文）：肺転移抑制は骨肉腫患者の予後改善に残された命題である。これに対して化学療法単
独では限界が指摘されている中、本研究はその限界を超えることができる重要な研究と考える。化学療法に加え
てヒストン脱アセチル化阻害剤の併用は、骨肉腫の肺転移抑制に対する新たな治療戦略で、他に例をみない独創
的な研究である。腫瘍による新生血管の抑制と、 細胞死の誘導が増強されて、 骨肉腫の肺転移に対する抑制効
果を相加・相乗的に亢進させることを明らかにした。本研究に用いる薬剤は、既に異なる疾患に臨床応用されて
安全性が証明されており、本研究成果を早急に臨床応用することができる点においても意義がある。

研究成果の概要（英文）：Semaphorin(SEMA)3A is an endogenous angiogenesis inhibitor associated with 
endothelial cell proliferation, which suppresses tumor angiogenesis. In this study, the role of 
histone deacetylase (HDAC) inhibitors is evaluated to enhance the SEMA3A expression in osteosarcoma 
(OS) cells, thereby suppressing angiogenesis and inhibiting their proliferation and metastasis. OS 
cell lines and human microvascular endothelial (HMVE) cells were treated with sodium valproate (VPA)
 of HDAC inhibitor. VPA increased the expression of SEMA3A and its receptor NRP1 in both OS and HMVE
 cells. SEMA3A induced by VPA in OS cell culture medium inhibited vascular tube formation of HMVE 
cells, and overexpression of SEMA3A enhanced OS cell growth inhibition. This growth-inhibitory 
effect of SEMA3A induced G1/S cell cycle arrest in OS cells. In conclusion, HDAC inhibitors have 
anti-angiogenic and anti-tumor activities that can be, in part, mediated via the SEMA3A/NRP1/PLXNA1 
autocrine and paracrine pathways.

研究分野： 整形外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨肉腫の肺転移抑制に，ヒストン脱アセチル化阻害剤 (HDAC) の効果と作用機序を明らかにした．HDACのバルプ
ロン酸 は，ヒト骨肉腫細胞 (OS) とヒト毛細血管内皮細胞 (HMVE) に作用してSemaphorin3A (SEMA3A) とその
レセプターであるNeuropilin1 (NRP1) とPlexinA1 (PLXNA1) の発現を亢進さて，HMVEの管腔形成阻害を認め
た．SEMA3Aの亢進はG1/S細胞周期チェックポイントを制御して，OSの増殖抑制を認めた．以上，HDACは
SEMA3A/NRP1/PLXNA1の経路を介して，骨肉腫の血管新生と細胞増殖を抑制できることを証明した．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫は若者に発生する高悪性骨腫瘍である．抗癌剤による化学療法の進歩により 5 年生存率

は 10%から 70%程度にまで飛躍的に向上した. しかし, その後に治療法に画期的な進歩はなく, 
30%程度の患者は肺転移によって悲惨な経過をたどる．これらの患者の予後を改善するには, 肺
転移を抑制するための新たな治療戦略が必須である. 
近年，腫瘍新生血管形成の抑制効果が注目されている．軟部肉腫に対して，vascular 

endothelial growth factor(VEGF)に対する中和抗体や VEGF 受容体などを標的とするキナーゼ
阻害薬が治療薬として使用されている． 
骨肉腫の転移機序において，血管新生は VEGF によって血管新生が誘導されていることが既に

報告されている．よって，骨肉腫治療に，腫瘍血管新生抑制をターゲットとした新たな治療法の
確立を目指した． 
 
 
２．研究の目的 
骨肉腫の最大の予後不良因子である肺転移を抑制するには，抗癌剤のみの治療では限界がある. 
我々はエピジェネティック試薬であるヒストン蛋白アセチル化阻害剤のバルプロン酸が免疫細
胞の効果を高め, 肺転移を抑制することを明らかにした.   
 この免疫療法の精度を高めるため, 肺転移の機序に必須である新生血管を抑制することが重
要である．バルプロン酸は, 低酸素状態での Hypoxia-inducible Factor 1(HIF-1)という転写因
子の活性化を抑制し VEGF 産生を抑制する事が報告されている. 骨肉腫の肺転移を抑制するため
には，腫瘍新生血管形成を抑制することが重要であると考える． 
Semaphorin(SEMA)，および neuropilin(NRP)は，神経細胞の軸索伸長の制御因子とされていた

が，その後，血管形成や腫瘍細胞の増殖にも抑制的な役割を担うことが，明らかになってきた．
特にクラス 3セマフォリン(SEMA3）は分泌型として産生されリガンドとして働き，主に血管内皮
細胞に発現している NRP はプレキシ A (PlexinA)と複合体を形成し，SEMA3 の機能的な受容体と
して血管新生に抑制的な働きをしている．しかし，NRP は VEGFR2 とも共受容体を形成し VEGF と
結合する．このことから，NRP は SEMA3 および VEGF の共受容体として作用し，病的血管新生や
脈管形成および血管透過性を制御する役割を担っている．しかし，SEMA3 は多くの癌組織でその
発現が抑制されている．その結果，癌は VEGF/VEGFR2/NRP を介する血管新生の優位な状態になっ
ていると考える．そこで今回，我々は epigenetic modulator であるバルプロン酸と mTOR 阻害剤
を用い SEMA/NRP を介する血管新生抑制機構を亢進し，骨肉腫の増殖抑制および肺転移の抑制を
目的とする． 

 
 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト骨肉腫細胞株(U2-OS, SaOS-2)とヒト毛細血管内皮細胞(HMVE)における SEMA3A および

受容体(NRP1,PlexinA1)の発現を確認する． 
mRNA の発現を RT-PCR にて，蛋白発現を Western blot 法にて確認する． 

 
（2）ヒストン脱アセチル化阻害(VPA，TSA)がヒト骨肉腫細胞株における SEMA3A, NRP1, PlexinA1

の発現に及ぼす影響を確認する． 



① VPA および TSA によるヒストン脱アセチル化効果をアセチル化抗体にて確認する． 
② VPA を U2-OS, SaOS-2 に作用させ，3日目と 7日目における SEMA3A, NRP1, PlexinA1 の発

現の変化をリアルタイム PCR にて評価する． 
③ 可溶性 SEMA3A の発現量の変化を培養上清にて ELISA 法で評価する． 

 
（3）ヒストン脱アセチル化阻害剤がヒト毛細血管内皮細胞株における SEMA3A, NRP1, PlxinA1

の発現および増殖能におよぼす影響を確認する． 
① 解析方法は上記（2）に準ずる． 
② 増殖抑制効果は MTT 法および Tube formation(管腔形成)にて測定して評価する． 

 
（4）骨肉腫（由来）産生 SEMA3A が HMVE の増殖に及ぼす影響について評価する． 

上記（2）で得られた培養上清をヒト血管内皮細胞株と共培養し，その増殖能を MTT 法およ
び Tube formation(管腔形成)にて測定，評価する． 

 
（5）SEMA3A がヒト骨肉腫細胞増殖抑制に及ぼす直接的効果を MTT 法および生細胞数測定にて評

価する． 
SEMA3A 発現ベクターを作成し，強発現株と VPA 作用にて評価する． 

（6）増殖抑制効果のメカニズムを検索する． 
 
 
４．研究成果 
（1）ヒストン脱アセチル化阻害剤によるヒト骨肉腫細胞株(OS)における SEMA3A, NRP1, 

PlexinA1 の発現に及ぼす影響． 
① OS における SEMA3A, NRP1, PlexinA1 ｍRNA の発現を認めた． 
② VPA および TSA 作用群で SEMA3A と NRP1 の mRNA および蛋白発現の増加が認められた(3.0
～4.0 倍)が PlexinA1 に関しては増加傾向を示したが有意差は認めなかった． 

 
（2）ヒト毛細血管内皮細胞(HMVE)におけるヒストン脱アセチル化阻害剤による細胞増殖能に関

する検討． 
VPA および Hy 作用群は対照群との比較で増殖能に有意差は認めなかった． 

 
（3）ヒストン脱アセチル化阻害剤による HMVE における SEMA3A, NRP1, PlexinA1 発現に及ぼす

影響． 
① OS における SEMA3A, NRP1, PlexinA1 ｍRNA の発現を認めた． 
② VPA および TSA 作用群で SEMA3A，NRP1，PlexinA1 の mRNA および蛋白発現の増加が認め

られた(2.5～5.0 倍)． 
（4）OS および HMVE におけるヒストン脱アセチル化阻害剤の作用による可溶性 SEMA3A の発現に 

及ぼす影響． 
VPA および TSA 作用群で OS細胞株の培養液中の可溶性 SEMA3A を約 2.0〜3.5 倍程度，HMVE

では約 2.5〜3.0 倍程度増加させた． 
（5）OS(由来)産生 SEMA3A がヒト血管内皮細胞の増殖に及ぼす影響に関する検討． 

① VPA 直接作用群では HMVE の管腔形成能を有意に抑制したが，HMVE の細胞死は認めないこ
とから，増殖抑制を認めた． 
② 前処置 OS 培養液で HMVE を培養で、管腔形成を有意に阻害した． 
 

ヒト毛細血管内皮細胞の管腔形成抑制はヒストン脱アセチル化阻害剤の作用による
SEMA3A と，その受容体の発現亢進によることが判明した． 
また，VPA 前処置 OS 培養液でも管腔形成抑制効果を示す事から，SEMA3A の paracrine 効
果の亢進を証明した． 
 

（6）SEMA3A 発現ベクター導入 SEMA3A 強発現 
OS とヒストン脱アセチル化阻害剤作用群との比較検討． 
① ベクター導入（SEMA3A 強発現ヒト骨肉腫細胞株）は可溶性 SEMA3A を 8～9 倍増加させた． 
② VPA は作用後７日目において，OS 細胞株に有意に細胞死を誘導した． 



③ SEMA3A 強発現ヒト骨肉腫細胞株は 48 時間後の OS 細胞株では約 60%の減少を認めた． 
 

（7）SEMA3A 増殖抑制効果メカニズムの検証．VPA と SEMA3A 強発現ヒト骨肉腫細胞株で細胞周期
関連蛋白 p27，cyclinE および Fbw7 蛋白の有意な発現の亢進を認めた． 

 
OS の細胞増殖抑制メカニズムは G1/S 期による細胞周期拘束の誘導であり，VPA によって

発現が亢進した SEMA3A/NRP1/PlexinA1 の経路(autocrine 効果）によることが示唆された． 
 
以上より，ヒストン脱アセチル化阻害剤である sodium valproate（VPA）および Trichostain 

A（TSA）は，SEMA3A/NRP1/PlexinA1 による腫瘍新生血管抑制(paracrine 効果)が期待できる
ことを明らかにした． 
また SEMA3A/NRP1/PlexinA1 の発現亢進は細胞周期の拘束による骨肉腫細胞の増殖抑制

(autocrine 効果)を有する事を証明した． 
VPA は既に抗てんかん薬として，現在広く臨床応用されており，安全性・至適濃度はすで

に確認されている． 
今回使用した濃度はその範囲内であることから，人体への影響が少なく骨肉腫の治療に
応用可能であることが示された． 
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